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Abstract. Aquatic hyphomycetes are mainly asexual ascomycetous fungi with characteristic 
conidial morphologies adapted to aquatic environments. Since the diversity in urban green areas 
remains understudied, we surveyed aquatic hyphomycetes in two protected urban areas: the 
Imperial Palace grounds in Tokyo and the Tsukuba Botanical Garden (Ibaraki Pref.). Water foam 
samples were collected from freshwater habitats and used for morphological observation and 
fungal isolation. A total of 24 isolates were obtained and identified using ITS-5.8S sequencing and 
BLAST analysis for molecular identification. Overall diversity was low, with little species 
overlapping between the two sites, suggesting that even conserved urban environments harbor 
limited biodiversity in aquatic hyphomycetes. Some cosmopolitan species found in earlier urban 
studies were also detected, reflecting their broad distribution. Most isolates belonged to genera such 
as Amniculicola, Alatospora, and Tetracladium. Molecular identification revealed some taxonomic 
ambiguities, especially within Amniculicola species. 
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は じ め に

　水生糸状菌類aquatic hyphomycetes（水生糸状菌
類）は主に子嚢菌類の無性生殖時代で，S字形や
テトラポッド形などの特徴的な形態の胞子を形成
することで特徴づけられる．これらの形態は水圏
に生じた水泡にトラップされる水中生活に対する
適応と考えられている．水生糸状菌類の大部分は
子嚢菌類の無性生殖時代であり，一部に担子菌類
の無性生殖時代も含まれる．生態学的には水中の
落葉などの分解を担うとされている (Danger et al., 
2016)．
　水生糸状菌は，世界でおよそ300種が知られ，日
本にも研究例がある（たとえばMiura, 1974）．水

生糸状菌は，都市環境の水圏からも報告されてい
るが（加藤・犀川，2006），自然な植生が維持され
た都市環境の代表的な例といえる皇居や筑波実験
植物園で調査されたことはない．自然度の高さと
これらの菌相の多様性との間にどのような関係が
あるか，興味深い．
　過去のほとんどの水生糸状菌相に関しての研究
では，水泡が採取・固定され，その中に含まれる
胞子の形態から種同定が行われてきた (Miura, 
1974)．この方法では，一回のサンプリングによっ
て複数種を得ることができる．しかし，DNA解析
のためには，培養が必要である．ところが，水生
糸状菌の胞子は数時間で発芽してしまうため，培
養を得るためには，サンプルを採取後，速やかに
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分類培養に供する必要がある．
　皇居吹上御苑内には，滝，小川，池など様々な
水生環境が存在し，それらから水泡サンプルが得
られることが期待される．筑波実験植物園におい
ても，園内に人工的な小川を含む同様の環境が認
められる．本研究では，皇居および筑波実験植物
園における水生糸状菌の多様性を明らかにするこ
とを目的として，水泡サンプリングに基づき，形
態観察およびDNAバーコード配列を用いた分子
生物学的方法による同定を試みた．

材料および方法

　調査は皇居内の滝，小川，池で2ヶ月に1回実施
した．泡の発生は環境によっては稀であるため，
筑波実験植物園では不定期な訪問によって園内の
水流を観察し，可能な限り水泡を採取した．水泡
は目視で確認し，台所用の柄杓で採取した．各サ
ンプルの一部を10%ホルマリン（推定最終濃度）
で固定し，残りは氷上に保存して直ちに実験室に
運んだ．
　分離時に対物10倍・接眼10倍のレンズで形態
を確認し，分離にはSkerman式マイクロマニプ
レーター (Skerman, 1968)を用い，ポテトデキスト
ロース寒天培地（PDA，島津ダイアグノスティッ
クス）で培養して培養株を得た．
　培養株は2%麦芽エキス培地にて培養した後，
Hosaka and Castellano (2008)に従い，DNA抽出，
PCR，塩基配列決定を行った．プライマーは ITS1F
および ITS4 (White et al., 1990)を用い，PCRおよび
シークエンスの条件は，Itagaki and Hosoya (2022)
に従った．
　得られたシークエンスをもとに，NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/)に てBasic Local Alignment 
Search Tool (BLAST)検索を行った．
　固定したサンプルはコットンブルー乳酸 (CB/
LA)をマウント液として用い，観察した．
　得られた分離株はNITEナショナルバイオリ
ソースセンター (NBRC)に寄託した．

結 果 と 考 察

　皇居では2023年3月29日と2024年8月9日，白
鳥堀下流にて，筑波実験植物園では2022年5月2
日に砂礫地区付近の水流に水泡が観測されたが，
ほとんどの調査で水泡は観察されなかった．固定

されたサンプル内の水生糸状菌には一定の生物多
様性が認められたが（図1），いずれのサンプルも
水生糸状菌の分生子は少なく，分離に失敗したも
のもあったため，分離株には生物多様性が十分反
映されていないと考えられる．得られた分離株は
合計24株（皇居10株，筑波実験植物園14株）で
あった．いずれの場所でも，糸状分生子と四射形
分生子が大部分を占めていた（表1，2）．このい
ずれの形の分生子も収斂進化を示すため，分子レ
ベルでの同定が重要であった．
　BLAST検索では，比較的高い配列類似度で複数
の種名が得られたため，最上位の候補のみを示し，
その他の種名は類似度98%以上の上位5位内に記
載された場合のみ示した（表1）．
　両地点ともに，生物多様性が高いとはいえず，
共通種も少ないようにみえる（表2）．この結果は，
皇居や筑波実験植物園のような保全された地域で
あっても，水生糸状菌のような生物の生物多様性
は低いものと示唆されるが，サンプル数が少ない
ので，今後の検討が必要である．また，都会の水
生糸状菌を扱った加藤・犀川（2006）の報告とも
共通の菌が見出されているが（Alatospora acuminata, 
Lunulospora cymbiformis），これらは自然度の高い
環境でも普通に見られる種であり，汎分布性を反
映していると考えられる．
　Amniculicola Y. Zhang ter & K.D. Hyde属には，複
数の ITS-5.8Sのパターンが認められた．これらの
株の間の類似度は98%前後で，別種とするには微
妙な差異であった．本属は，A. lignicola Y. Zhang 
ter & K.D. Hydeをタイプ種として，Zhang et al. 
(2008)によって設立された水生子嚢菌（有性時代
をもとにしている）であり，当初3種（A. immersa 
Yin. Zhang, J. Fourn., Crous & K.D. Hyde; A. lignicola
（タイプ）; A. parva Yin. Zhang, J. Fourn., Crous & 
K.D. Hyde）を含んだ．一方，Amniculicolaとよく似
たS字型の分生子を形成する先行属であるAnguillospora 
Ingold 1942のタイプ種であるA. longissimaは，系
統学的解析においてAmniculicolaの3種とグルー
プを形成したため (Zhang et al., 2009; Shearer et al., 
2009)，Rossmann et al. (2016)はAmniculicola を保存
名とすることを提唱し，Anguillospora longissima 
(Sacc. & P. Syd.) Ingold (bas. Fusarium longissimum 
Sacc. & P. Syd.)をAmniculicolaに移した．その後，
Zhang and Hyde (2019) はAmniculicola longissima 
(Sacc. & P. Syd.) Nadeeshan & K.D. Hydeの有性時
代を記載したが，このとき，なぜか無性時代には
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言及しなかった (Hyde et al., 2019: 13)．Amniculicola 
guttulata Z.L. Luo, K.D. Hyde & H.Y. SuはHyde et al. 
(2019)で記載された種である．彼らのLSU，SSU，
TEF1の複合データに基づく分子系統解析では，
Amniculicolaは他の分類群とは別に高度に支持さ
れたクレードを形成していたが，A. guttulataとA. 
longissimaは系統樹上ではよく分かれていなかっ
た．また，他のAmniculicolaの種もBLAST結果で
は上位に複数種が混在する（表1）．これらは，バー
コーディング領域 (ITS-5.8S)のみからでは識別が
不可能であると思われ，種としての独立性を認め
ずに統合するか，タンパク質遺伝子などの補助領

域による精査によって，別分類群と認識すること
が妥当である．また，Amniculicolaは日本各地に分
布し，本研究でも皇居・筑波実験植物園ばかりで
なく，他の地域でも得られている．未記載種が含
まれている可能性もあるため，さらにサンプル数
を増やした上での検討が必要である．表2ではこ
のような事情から，種レベルの同定を保留し，複
数種をまとめて表現した．
　Alatospora，Tetracladiumにも同様の傾向があり，
近年では最も広範囲に分布するとされてきたA. 
acuminataが複数種に分かれる可能性が指摘され
ており，Tetracladiumについても種レベルの再検討
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図1.　皇居吹上御苑の水生糸状菌類．A. 採集地の様子（白鳥堀下流）. B. Triscelophorus acuminatus. C. 
Lemonniera filiformis. D. Tetracladium breve. E. Heliscus tentaculatus. F. Ceratosporium (?) sp. G. Diplocladiella 
sp. H. Tricladium splendens. I. Lemonniera sp. J. Alatospora acuminata. K. Unidentified. L. Lunulospora 
cymbiformis. M. Brocchiosphaera brocchiata (fresh specimen). N. Brocchiosphaera brocchiata.　Scales: B-I, 
N = 50 μm. M = 0.1 mm.
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表1.　皇居および筑波実験植物園で得られた水生糸状菌の分子同定結果
採集地 菌株番号 菌名 TotalScore QueryCover Per. Ident. Accession 上位 5種内の他の種 
皇居 9593 Amniculicola guttulata 874 94 98.2 MT627726 A. longissima 
皇居 9594 Amniculicola longissima 880 98 96.79 MK353142 A. guttulata 
皇居 9595 Lemonniera pseudofloscula 1439 97 96.87 OM907742 Margaritispora aquatica; L. terrestris 
皇居 9596 Margaritispora aquatica 997 100 99.45 MK353139 Lemonniera terrestris 
皇居 9597 Tetracladium breve 1026 100 98.2 MK371730 T. marchalianum 
皇居 9598 Amniculicola guttulata 870 96 98.2 MT627726 A. longissima 
皇居 9599 Tetracladium breve 1022 100 99.82 MK371730 T. marchalianum 
皇居 9600 Amniculicola guttulata 874 94 98.2 MT627726 A. longissima 
皇居 9621 Brocchiosphaera brocchiata 957 96 99.88 LC332983  
皇居 9962 Triscelophorus cf. acuminatus 1050 93 100 KF730835 T. monosporus 
植物園 10561 Amniculicola longissima 1012 100 99.24 MK353142 A. lignicola 
植物園 10562 Amniculicola guttulata 918 90 99.8 MT627726 A. lignicola 
植物園 10563 Trichomerium sp. 931 80 97.96 PQ871491 Chaetothyriales sp. 
植物園 10564 Amniculicola longissima 1019 100 99.24 MK353142 A. lignicola 
植物園 10565 Tetracladium marchalianum 1064 100 100 MH930823  
植物園 10566 Amniculicola parva 1589 99 95.93 MH863272 A. longissima 
植物園 10568 Amniculicola parva 1607 99 96.33 MH863272 A. longissima 
植物園 10569 Amniculicola guttulata 918 91 99.8 MT627726 A. longissima, A. lignicola 
植物園 10570 Amniculicola longissima 1023 100 99.24 MK353142 A. lignicola 
植物園 10571 Alatospora pulchella 1059 99 99.83 KC834039 A. acuminata 
植物園 10573 Amniculicola guttulata 918 91 99.8 MT627726  
植物園 10574 Alatospora pulchella 1050 99 99.48 KC834039 A. acuminata 
植物園 10576 Amniculicola guttulata 918 90 99.8 MT627726 A. longissima, A. lignicola 
植物園 10577 Alatospora pulchella 1044 98 99.82 KC834039 A. acuminata 
それぞれの DNAバーコード領域をもとに BLAST検索を行い，E=0で最上位でヒットしたものと，上位 5種内の他の種．
Amniculicolaの 3種（A. longissimi, A. guttulata, A. lignicolaは極めて近い位置づけであることが示唆される）  

表 2.　皇居および筑波実験植物園で得られた水生糸状菌

菌名 * 皇居 筑波実験植物園 検出 **
Alatospora spp. (acuminata, pulchella) ● ● 固・培
Amniculicola spp. (guttulata, longissima, parva) ● ● 培
Brocchiosphaera brocchiata ● 培
Ceratosporium sp. ● 固
Diplocladiella sp. ● 固
Heliscus tentaculatus ● 固
Lemonniera filiformis ● 固
Lemonniera sp. ● 固
Lemonniera pseudofloscula ● 培
Lunulospora cymbiformis ● 固
Margaritispora aquatica ● 培
Tetracladium breve ● 固・培
Tetracladium marchalianum ● 培
Trichomerium sp. ● 培
Tricladium splendens ● 固
Triscelophorus acuminatus ● 固
*Alatospora, Amniculicolaにおいては，複数種が候補となり同定できないため（本文参照），分子
同定上可能性のある種を（）内に示した．
**検出：「固」は固定した泡サンプルからの検出を「培」は培養株による検出を示す．



が必要である．
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